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RESUMO

Avaliou-se a agdo ativadora do acibenzolar-S-methyl (aSm) na
indugdo de resisténcia a murcha-bacteriana do tomateiro, causada
por Ralstonia solanacearum. Plantas das cultivares Santa Clara,
Diana e AF-2573, receberam sete aplicagdes semanais do aSm (2,5
g i.a./100 L agua), via pulverizagao foliar ou rega, iniciando-se 14
dias apds a semeadura. Com 32 dias de idade, as mudas foram trans-
plantadas para solo infestado com R. solanacearum, onde recebe-
ram outras quatro aplicagdes semanais do ativador, enquanto no tra-
tamento-controle aplicou-se apenas agua. Através de avaliagdes di-
arias do numero de folhas e plantas murchas calcularam-se os valo-
res da area abaixo da curva de progresso da doenga. Sintomas de
murcha evoluiram mais vagarosamente nas trés cultivares quando
as plantas foram pulverizadas com o aSm. Esse efeito foi significa-
tivo até a quarta semana do transplantio para solo infestado com R.

ABSTRACT

Effect of acibenzolar-S-methyl on tomato bacterial wilt

The potential of acibenzolar-S-methyl (aSm) as a plant resistance
activator was evaluated against tomato bacterial wilt caused by
Ralstonia solanacearum. Plants of the cvs. Santa Clara, Diana and
AF-2573 received seven weekly applications of aSm (2.5 g i.a./100
L water), by foliar sprays or soil drenches. The first application was
carried out 14 days after sowing. 32-day old plantlets were
transplanted into infested soil with R. solanacearum where they
received four weekly applications of the activator. Control plots
received only water. Disease severity was evaluated daily through
the number of wilted leaves and plants. With the obtained data we
estimated the area under the disease progress curve. Wilt symptoms
increased at a slower rate in the three cvs. when aSm was sprayed.
This effect was significant up to four weeks after transplanting in

solanacearum.
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a cultura do tomateiro

(Lycopersicon esculentum Mill.),
a murcha-bacteriana (MB), causada por
Ralstonia solanacearum E.F. Smith
(Yabuuchi et al., 1995), é uma das doen-
¢as de maior importancia, ocorrendo em
grande parte das regides tropicais e
subtropicais (Martin et al., 1982),
notadamente quando a temperatura do
ar ultrapassa 25°C (Lopes e Quezado-
Soares, 1997). A bactéria infecta as
raizes, movendo-se sistemicamente ao
longo do xilema e ocasionando sinto-
mas de murcha. A doenga ocorre prati-
camente em quase todo o territdrio na-
cional, limitando o cultivo do tomatei-
ro em regides mais quentes, incluindo
areas de producao do Norte, Nordeste,
Centro-Oeste ¢ Sudeste brasileiro.

Os estudos sobre a patogenicidade da
bactéria e sua variabilidade genética, ain-
da que incompletos, fornecem informa-
¢Oes sobre a composi¢do das populacdes
prevalentes nas diversas areas agricolas.
Nesse sentido, a identificagdo de biovares,
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serovares ou patotipos, e sua respectiva
distribui¢do geografica, ¢ altamente dese-
javel, especialmente para melhor
compreensao da ecologia do patogeno e
de questdes de natureza etiologica, bem
como para orientar o controle e a incor-
poragdo de resisténcia em cultivares. Con-
siderando o circulo de hospedeiros da bac-
téria, a raga 1 afeta um maior nimero de
solandceas cultivadas (tomateiro,
batatinha, berinjela, jilo, fumo), incluin-
do as biovares I, Il e IV. A raga 2 da bac-
téria afeta bananeira e heliconias, enquanto
araga 3 (biovar II) é considerada especi-
fica de batatinha, ocorrendo em regides
mais frias, embora possa naturalmente
infectar outras solanaceas. Sua ampla
gama de hospedeiros, alta variabilida-
de genética ¢ a sua sobrevivéncia no
solo por longos periodos sdo fatores
responsaveis pelo insucesso de antibio-
ticos, fungicidas, fertilizantes e progra-
mas de melhoramento genético avalia-
dos para controle da murcha-bacteria-
na (Hartman e Elphinstone, 1994).

A resisténcia de plantas a patdgenos
baseia-se, em grande parte, na
multiplicidade de barreiras e mecanis-
mos de defesa ja existentes e que
independem da chegada do inoculo ao
sitio de infecdo. Essas defesas sdo ge-
nericamente  denominadas de
constitutivas, inespecificas ou estaticas.
As plantas superiores possuem, ainda,
outros mecanismos de defesa, suposta-
mente mais eficientes, os quais aparen-
temente, permanecem inativos ou laten-
tes, somente sendo acionados apos se-
rem elas expostas a agentes ativadores
(abioticos ou bioticos). Nestes casos, a
resisténcia ¢ dita dinamica, pos-
infeccional ou induzida (Agrios, 1997).

A indugdo da resisténcia de plantas a
patdgenos ¢ conhecida de longa data
(Chester, 1933; Muller e Borger, 1940).
Entretanto, apenas mais recentemente o
potencial do seu emprego no controle de
fitomoléstias tem recebido a merecida
atengdo (Gorlach et al., 1996; Kloepper
et al., 1997; Oostendorp et al., 2001).



Dentre as substancias indutoras de
resisténcia, o acido salicilico e seus ana-
logos sdo dos mais importantes. O aci-
do salicilico (AS) representa o primeiro
composto derivado de plantas demons-
trado como indutor de resisténcia
sistémica adquirida (SAR). Posterior-
mente, um analogo do AS, o acido 2,6
dicloroisonicotinico (INA), foi o primei-
ro composto sintético a ativar a SAR.
Entretanto, tanto 0 AS como o INA sao
fitotoxicos para a maioria das plantas
cultivadas e, em conseqiiéncia, ndo tém
potencial para uso comercial como pro-
tetores. Mais recentemente, outro ana-
logo do AS, o acibenzolar-S-methyl
(éster S-metil do acido benzo-1,2,3-
tiadiazole-7 carbotidico), um composto
do grupo benzotiadiazole, revelou-se um
potente ativador de SAR, conferindo
protecdo em condigdes de campo con-
tra um amplo espectro de patogenos de
diversas espécies de plantas cultivadas
(Gorlach et al., 1996). Acredita-se que
o acibenzolar-S-methyl (aSm) ative
mecanismos de defesa representados por
barreiras bioquimicas e estruturais em
plantas geneticamente suscetiveis
(Gorlach et al., 1996; Oliveira et al.,
1997, Latunde-Data e Lucas, 2001;
Louws et al., 2001).

No presente estudo, buscou-se de-
tectar possiveis efeitos da aplicagdo do
aSm sobre a severidade dos sintomas em
tomateiro da murcha-bacteriana incita-
da por R. solanacearum.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Uni-
versidade Federal Rural do Rio de Janei-
ro, Seropédica, (RJ), durante o verdo de
2001/2002, época favoravel ao desenvol-
vimento da doenga. Sementes das cvs.
de tomateiro Santa Clara 1-5300, Diana
e AF-2573 foram germinadas em bande-
jas de poliestireno expandido de 128 cé-
lulas, previamente esterilizadas com so-
lugdo a 0,5% de hipoclorito de sédio e
abastecidas com substrato comercial
(Eucatex Mineral Ltda.). Utilizou-se uma
unica semente por célula. Em seguida,
as bandejas permaneceram em camara de
germinacdo (23-25°C e 90%UR) por sete
dias, sendo entdo transferidas para casa-
de-vegetagio (22-28°C), onde receberam
irrigagdes diarias.
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Os tratamentos iniciaram-se 14 dias
apos o plantio, consistindo da aplicagao
semanal do aSm na concentragdo de 2,5
g i.a./100 L agua (conforme recomen-
dagdo do fabricante), nos modos de pul-
verizacdo sobre a area foliar ou da rega
de 5,0 ml da suspensdo junto ao colo
das mudas. Tomateiros das trés cultiva-
res utilizadas no estudo foram também
pulverizados somente com agua para
servir como controle. Ainda nas bande-
jas, sob condi¢des de casa-de-vegetagio,
foram efetuadas outras aplicagdes do
aSm, aos 21 e 28 dias.

Com a idade de 32 dias, as mudas
foram transplantadas das bandejas para
area do infectario de R. solanacearum,
estabelecido pela PESAGRO-RIO (EE
Seropédica), onde receberam outras
quatro aplicagdes semanais do aSm, re-
sultando no total de sete aplicagdes. O
infectario é constituido de canteiros
medindo 2 x 5 m, contornados em todas
as dimensdes por paredes de alvenaria
e contendo solo artificialmente infesta-
do com R. solanacearum (Araujo, 1995;
Moura, 1996). O nivel populacional da
fitobactéria nos canteiros foi periodica-
mente avaliado e mantido por meio de
plantios sucessivos com cultivares sus-
cetiveis de tomateiro. A avalia¢do pre-
liminar no verdo 2000/2001 revelou
100% de plantas murchas.

Os tratamentos foram distribuidos
no esquema de parcelas subdivididas,
onde os niveis de aplicagdo (1- aSm via
pulverizagdo; 2- aSm via rega e 3- agua)
foram distribuidos na parcela e as culti-
vares na subparcela. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos
casualizados, com nove repetigdes.
Cada unidade experimental, por sua vez,
continha trés plantas, em espacamento
de 0,5 x 0,6 m. Durante o ensaio, foram
feitas irriga¢des diarias com volume
uniforme de agua, por meio de manguei-
ra ¢ adubagdes de cobertura com uréia
e esterco de galinha curtido.

As avaliagdes iniciaram-se quatro
dias apos o transplantio das mudas para
o infectario, sendo realizadas a cada trés
ou quatro dias. Para tanto, contabilizou-
se o numero de folhas dos tomateiros,
bem como o niimero de plantas e folhas
com sintomas de murcha, em horarios
de temperaturas mais elevadas. Cobrin-

do um periodo de 67 dias, foram consi-
derados dados de sete avaliagdes. Os
valores percentuais de folhas e de plan-
tas sintomaticas foram utilizados para
calculo da area abaixo da curva de pro-
gresso da doenga (AACPD). Os dados
relativos 8 AACPD foram entdo subme-
tidos a analise de varidncia, apos trans-
formacdo para fungdo raiz quadrada.
Empregou-se o teste de Scott-Knott para
comparacdo de médias, em nivel de 5%
de significancia.

Todas as plantas que apresentaram
murcha irreversivel foram levadas ao
laboratoério ¢ submetidas a testes de
exsudagdo bacteriana ao microscopio
otico e isolamentos em meio de cloreto
de tetrazolio-TZC (Kelman, 1954), a fim
de confirmar a infe¢do dos tomateiros
por R. solanacearum.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos dos tratamentos com aSm na
redugdo da severidade da murcha-bac-
teriana foram observados nas trés culti-
vares de tomateiro. Ndo ocorreram di-
ferencas significativas entre cultivares,
nem efeito da interagdo cultivar x trata-
mento. A aplicagdo do aSm promoveu
reducdo significativa do progresso da
doenga. O tratamento via pulverizagao
destacou-se quanto a essa redugao, esti-
mada pelo percentual de folhas murchas,
embora ndo tenha diferido estatistica-
mente do tratamento de rega (Tabela 1).

Indicativos de indugdo de resistén-
cia ou de protecdo nos trés genotipos
(Santa Clara, Diana e AF-2573) surgi-
ram 12 dias ap6s o transplantio, com
maior severidade inicial da murcha-bac-
teriana em plantas das parcelas ndo-tra-
tadas. Aos 21 dias aproximadamente,
55% das plantas testemunhas apresen-
tavam sintomas da doenga. Nessa oca-
sido, os tratamentos com aSm em pul-
verizagdo ou rega, apresentavam 31% e
35% de plantas murchas, respectiva-
mente (Figura 1). Aos 31 dias, o trata-
mento referente a aplicagdo do aSm via
pulverizagao revelava, ainda, significa-
tiva diminui¢do do numero de plantas
murchas, situando-se em 50%, contra
69% ¢ 73% nas parcelas tratadas com
aSm via rega ¢ agua, respectivamente.
A partir de 58 dias, com o progresso da
doenga, os valores aproximaram-se, mas
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se mantiveram distintos do controle,
onde todas as plantas ja haviam sucum-
bido. Considerando a severidade da
doenga, medida por meio do numero de
folhas murchas, efeito significativo foi
detectado somente para o tratamento em
que o aSm foi aplicado por pulveriza-
¢do (Figura 2). Dessa forma, tomatei-
ros ativados com o aSm em pulveriza-
¢30 desenvolveram menos sintomas da
murcha ao longo de todo o periodo do
experimento, consequentemente resul-
tando em atraso no desenvolvimento da
doenga e reducdo de sua severidade,
comparados aos controles. Fato seme-
lhante foi observado por Silva et al.
(2000), em casa-de-vegetagdo, ao ava-
liarem o efeito do aSm na inducdo de
resisténcia em tomateiro a Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria (Doidge)
Dye.

A reducdo da severidade da murcha
pelo aSm observada na presente inves-
tigacdo pode ser decorrente de inducdo
de resisténcia, quando do produto apli-
cado na parte aérea do tomateiro. Tal
hipotese tem sido também considerada,
fungao de experimentos realizados com
diferentes patossistemas (Latunde-Data
e Lucas, 2001; Louws et al.,2001; Cools
e Ishii, 2002; Smith-Becker et al., 2003).

Poucos estudos foram divulgados
com referéncia a ativagdo de resistén-
cia sistémica pelo aSm e sua eficacia no
controle de bactérias fitopatogénicas.
Devem ser registrados os resultados
obtidos por Romero ef al. (2001), indi-
cando que o aSm ¢ capaz de induzir re-
sisténcia a Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria (Vauterin) incitante da man-
cha bacteriana do pimentdo. Essa resis-
téncia foi expressa trés dias apos a pul-
verizagao com aSm e prolongou-se por
duas semanas. Castro et al. (1999), por
sua vez, verificaram prote¢ao do toma-
teiro contra Pseudomonas syringae pv.
tomato (Okabe) Young, Dye ¢ Wilkie,
agente causal da pinta bacteriana, em-
pregando igual dosagem do aSm (2,5 g
i.a/100 L agua). Analogamente,
Fidantsef et al. (1999) demonstraram
redugdes significativas na severidade
dessa ultima doenca desde que aplica-
do o aSm seis dias antes da inoculagdo
com a bactéria.

Louws et al. (2001) detectaram efei-
to positivo do aSm no controle das
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Tabela 1. Severidade da murcha-bacteriana expressa pela area abaixo da curva de progresso
da doenga, em plantas de tomateiro tratadas com acibenzolar-S-methyl (aSma 2,5 g i.a./100
L agua), via pulverizacdo foliar ou rega, crescendo em solo infestado com Ralstonia
solanacearum. Seropédica (RJ), UFRRJ, 2001/2002.

Tratamento Média Comparagao
Controle * 3713,569 ** B
Rega 3435,691 A
Pulverizagao 2941,176 A

*Controle = plantas tratadas com agua isenta de aSm; ““valores representam médias de nove
repeti¢des; médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de
significancia.
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Figura 1. Percentual de plantas de tomateiro com sintomas da murcha-bacteriana, tratadas
com acibenzolar-S-methyl (aSm a 2,5 g i.a./100 L agua), aplicado em pulverizagdo foliar ou
rega, crescendo em solo infestado com Ralstonia solanacearum. Seropédica (RJ), UFRRJ,
2001/2002.
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Figura 2. Severidade da murcha bacteriana em tomateiro tratado com acibenzolar-S-methyl
(aSm a 2,5 gi.a./100 L agua), aplicado em pulverizagao foliar ou rega, e crescendo em solo
infestado com Ralstonia solanacearum. Colunas marcadas com a mesma letra representam
valores médios que ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia. Seropédica
(RJ), UFRRIJ, 2001/2002.



bacterioses do tomateiro causadas por
Xanthomonas vesicatoria (Vauterin) e
por Pseudomonas syringae pv. tomato,
em ensaios de campo. O produto pro-
porcionou controle igual ou superior ao
de compostos cupricos. O peso seco e 0
crescimento de mudas na fase de
transplantio foram, contudo, negativa-
mente afetados. Os autores concluiram
que o emprego de ativadores de resis-
téncia, em plantas sob condigdes de
estresse, pode envolver fatores
constitutivos de regulag@o de crescimen-
to, resultando em fitotoxicidade.

Em concordancia com o que relata-
ram Silva et al. (2000), no presente es-
tudo ndo foi detectado qualquer efeito
fitotoxico em tomateiro, com as sete
aplicagdes do aSm.

O uso de cultivares resistentes de
tomateiro tem sido considerado como o
método mais efetivo para o controle da
murcha-bacteriana. Ja  foram
identificadas varias fontes de resistén-
cia, as quais tém sido incluidas em pro-
gramas de melhoramento genético do
tomateiro em todo o mundo (Hartman e
Elphinstone, 1994). Contudo, existem
evidéncias indicando que a resisténcia
ao agente da murcha bacteriana nao ¢
estavel, considerando-se diferentes lo-
calidades (Hanson et al., 1996). Nesse
contexto, a indugdo de resisténcia
sistémica torna-se bastante interessan-
te, como componente de um manejo in-
tegrado, somando-se, por exemplo, ao
emprego de cultivares menos suscetiveis
ou tolerantes a R. solanacearum.

Segundo alguns autores (Oostendorp
etal.,2001; Louws et al., 2001), 0 aSm
apresenta as vantagens de ser um pro-
duto economicamente viavel, com do-
ses de recomendagio muito baixas, per-
fil ecotoxicoldgico aceitavel, amplo es-
pectro de agdo, com base em mecanis-
mo que ndo apresenta risco maior de
selecdo de estirpes resistentes de
fitopatogenos.

Embora nio se disponha de dados
experimentais em condigdes de campo,
os resultados presentemente obtidos in-
dicaram o potencial do aSm, uma vez
que o ensaio foi conduzido em solo al-
tamente  infestado com  R.
solanacearum, onde muito dificilmen-
te ha escape, e realizado sob condig¢des
de ambiente super favoraveis a incidén-
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cia da doenca. Acredita-se que em areas
de cultivo comercial de tomateiro os
niveis populacionais da bactéria nao
sejam comparaveis aqueles existentes
no infectario ora utilizado.
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